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促進するオプソニン因子として働くこと（ホンビノスガイ Arimoto and Tripp, 
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1977; キタムラサキウニ Ito et al., 1992; アサリ Kim et al., 2006; Takahashi 




アメリカガキ Crassostrea virginica（Tamplin and Fisher, 1989; Fisher and 
DiNuzzo, 1991）、ホンビノスガイ Mercenaria mercenaria（Tripp, 1992）、ホン
ヒバリガイ Modiolus modiolus（Tunkijjanukij at al., 1998a）で調べられている。
しかし、それらの種において血リンパにおいて赤血球を凝集する成分と同一の
成分が細菌も凝集するのか、あるいは細菌を凝集する成分は単一成分であるか、
複数成分であるかについては明らかではない。マガキ Crassostrea gigas におい
ては、血リンパレクチンの存在はこれまで明らかにされているものの（Hardy, 











価が上昇する（Hardy et al., 1977a; Olafsen et al., 1992）との報告がある。そこ
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第 1章 マガキ血リンパレクチンの 3種類の赤血球に対する凝集特異性 
 




















 血リンパは閉殻筋血洞内から 1 ml シリンジを用いて採取した。採取した血リ
ンパは血球や組織残渣などを除くため、500 ×g、5 分間の遠心分離を行い、上




 ウマ、ヒツジ、およびガチョウ保存血は TBS（Tris buffered saline ; 50 mM 
Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 8.0）に懸濁したのち、500 ×g、5分間の遠心分離
を行い、洗浄した。2 回の洗浄後、得られた赤血球画分にカルシウムイオンを含
む TBS（TBS-Ca; 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 20 mM CaCl2, pH 8.0）を加え
て、2％（V / V）赤血球懸濁液を調製した。 
 
赤血球凝集活性の測定 
 赤血球凝集活性の測定は、96 well の U 字タイタープレートを用いて行った。
血リンパ（50μl）を TBS-Ca（25μl）を用いて連続 2倍希釈し、全 wellに 2％
赤血球懸濁液（25 μl）を添加した。その後、タイタープレートをよく振盪し










は保存血の洗浄後、得られた赤血球画分に TBS を加えて、2％（V / V）赤血球
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懸濁液を調製した。凝集活性の測定において、血リンパ（50μl）は 20 mM EDTA
を加えた TBS（TBS-EDTA; 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 20 mM EDTA, pH 8.0）
（25μl）により連続 2 倍希釈し、全 well にカルシウムイオンを含まない TBS










 3種類の赤血球は TBSを用いて 500 ×g、5分間の遠心分離により 2回洗浄し、
TBS-Ca で 500 ×g、5 分間の遠心分離により 1 回洗浄した後、遠心分離容積







 カルシウムイオンの存在下、非存在下における 3 種類の赤血球に対するマガ
キ血リンパの凝集活性を表 1 に示した。結果は 5 個体の中央値で表した。ウマ
































性が異なる 2 種類のレクチンが存在するとされている（Olafsen, 1995）。また
ホンヒバリガイにおいてもカルシウムイオンへの依存性が異なる 2 種類のレク
チンmodiolin Eとmodiolin Hが存在するとされる（Tunkijjanukij et al., 1997）。
さらにアメリカガキの血リンパレクチンは、種々の脊椎動物の赤血球を凝集す
るが、ヒト赤血球の凝集にカルシウムイオンが必要である一方、その他の赤血
球凝集にカルシウムイオンは不必要であった（Mcdade and Tripp, 1967）。これ
らのことから、同一種の貝がカルシウムイオン依存性と非依存性の両方のレク
チンを有することが示唆される（室賀・高橋，2007）。 








の 2 種類が存在するとされる（Olafsen, 1995）。このことと中村（1995）も行
っている交差吸着試験と本研究の結果を考え合わせると、本研究におけるウマ
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赤血球を凝集するレクチンは gigalin E であり、ガチョウ赤血球を凝集するレ






なくとも 3種類のレクチン遺伝子が見つかっている（Yamaura et al., 2008）。同
様、Perkinsus olseni の感染を受けたアサリにおいて、EST 解析法を用いて 7 つ



















    
 
     
表１ 血リンパの3種類の赤血球凝集におけるカルシウムイオンへの依存性















    
 
     
表2 赤血球吸着画分の3種類の赤血球に対する凝集活性
凝集力価 （n = 12）
凝集赤血球
吸着赤血球 ウマ ヒツジ ガチョウ
ウマ ‐ 3 7.5
ヒツジ 0.5 ‐ 5
ガチョウ 14 6 ‐
非吸着 14 8 7.5
‐ ； not detected

















 本実験で供試細菌は 9 種類で、海洋細菌 5 種を含むグラム陽性菌 4 種、グラ
ム陰性菌 5 種であった（表 3）。菌株としては以下に示す通り、それぞれ財団法
人発行研究所（IFO No.）および住商ファーマインターナショナル株式会社（ATCC 
No.）より購入したもの、または東京大学分子細胞生物学研究室（IAM No.）よ
り分与されたものを使用した；Arthrobacter globiformis（IFO 12137）、Bacillus 
subtillis（IAM 1026）、Deleya aquamarina（IAM 12645）、Escherichia coli（IAM 1264）、
Marinococcus halophilus（IAM 12844）、Shewanella putrefaciens（IFO 3908）、
Staphylococcus aureus（IFO 3761）、Vibrio alginolyticus（ATCC 10108）および
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Vibrio tubiashii（ATCC 19106）。これらのうち、海洋細菌（D. aquamarina、M. 
halophilus、S. putrefaciens、V. alginolyticus、V. tubiashii）は Marine broth 2216
（Difco）を用いて、また A. globiformis、B. subtillis、E. coli および S. aureus
はトリプトソーヤブイヨンを培地として、 26℃で振盪しながら培養した。培養
した細菌は遠心分離（15℃, 3000×g, 10 min）により回収し、滅菌したマガキ
用生理食塩水（447 mM NaCl; 14.5 mM KCl; 14.2 mM MgSO4・7H2O; 10.6 mM MgCl2・
6H2O; 2.98 mM NaHCO3; 0.08 mM NaH2PO4・2H2O; 8.75 mM CaCl2・2H2O; 5.55 mM C6H12O6, 
pH 7.8）に懸濁してから、遠心分離により 1 回洗浄を行った。洗浄した細菌は
滅菌したマガキ用生理食塩水に再懸濁し、使用まで－80℃で凍結保存した。生
菌数の測定は以下のように行った。細菌懸濁液を段階希釈したものを Marine 
broth 2216（Difco）に塗抹して 26℃で培養した。24～48 時間後に生長したコ
ロニーを計数して、細菌数（Colony Forming Unit; CFU）を算出した。 









希釈し、細菌数を 107～109 CFU / ml に調製した。96 well の平底マイクロタイ
タープレートを用いて、赤血球凝集活性の測定と同様に、血リンパ（50 μl）
を TBS（25μl）により連続 2倍希釈した後、全 wellに細菌懸濁液（25 μl）を
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添加した。その後タイタープレートをよく振盪し、4℃で 2時間静置した。対照







5個体の中央値を示した。9種類の細菌のうち、M. halophilus 、V. alginolyticus
および V. tubiashii の 3種類に対しては凝集を示さなかったが、残りの 6種類に
対して明確な凝集活性を示した。グラム染色性と凝集活性の有無に関係は見ら
れなかった。また海洋細菌と非海洋細菌との間にも凝集活性の有無に関係は見
られなかった。活性の強さをみると、6 種類の生菌のうち、A. globiformis およ
び S. putrefaciens に対する強い凝集活性が特に強かった。生菌と固定菌の両方






























ことが示された以下の 4 種類の細菌を用いた；A. globiformis 生菌、D. 

































    
 
     
表3 本研究で用いた細菌種
Gram staining Bacterial species
positive Arthrobacter globiformis (Live)
Bacillus subtillis (Live)
Marinococcus halophilus (Live)
Staphylococcus aureus (Live, Fixed)
negative Deleya aquamarina (Live)
Escherichia coli (Live)







    
 
   
表4 血リンパの9種類の細菌に対する凝集活性
凝集力価 （n = 5）
Treatment Bacterial species Median Range
Live Arthrobacter globiformis 9 8～10
Bacillus subtillis 3 2～4
Deleya aquamarina 5 4～6
Escherichia coli 2 2～3
Marinococcus halophilus ‐ ‐
Shewanella putrefaciens 8 8～9
Staphylococcus aureus 2 1～2
Vibrio alginolyticus ‐ ‐
Vibrio tubiashii ‐ ‐
Fixed Shewanella putrefaciens ‐ ‐
Staphylococcus aureus 5 5～6









凝集力価 （n = 5）


















‐ ； not detected
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【考察】 
 マガキ血リンパは 9種類の細菌のうち、6種類の細菌に対して凝集活性を示し
た。また V. alginolyticus および V. tubiashii に対してマガキ血リンパは凝集活性
を示さなかった。上記の種ではないが、Vibrio 属細菌は健康なマガキの血リン
パから単離されている（Olafsen et al., 1993）。またバージニアガキに Vibrio 












先に述べたように、本実験では S. putrefaciens 生菌に対しては高い凝集活性
が認められたが、固定した際には凝集活性が消失した。このことは、マガキ血
リンパレクチンは S. putrefaciens 生菌を凝集しないが 1％グルタルアルデヒド
処理を行った菌に対して凝集活性が出現するとの報告（中村, 1995 東北大学修
士論文）と逆の結果となった。この理由については明確ではないが、本研究で
は 5 個体の中央値を示しているのに対し、中村（1995）では 1 個体の結果を示
しているため、凝集活性の個体差から結果に違いが生じた可能性がある。 
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第 3章 細菌接種を施したマガキ血リンパレクチン活性の変動 
 












って凝集されない V. alginolyticus の生菌（107 CFU / Oyster）および血リンパに
よって強く凝集される A. globiformis の生菌（107および 109 CFU / Oyster）の 2
種類である。細菌の調製は 2 章と同様に行った。対照としてマガキ用生理食塩
水を細菌と同量接種した。マガキは実験期間中、15℃の循環水槽で保持し、細
菌を接種した日を 0 日目として接種前、1、4 および 7 日後に識別した各個体か
ら連続して血リンパを採取した。採取した血リンパはウマ、ヒツジ、およびガ
チョウ赤血球と A. globiformis、S. putrefaciens および V. alginolyticus に対する
凝集活性を測定した。凝集活性は血リンパの希釈倍率で示し、測定した個体数
の中央値をとり、四分位偏差を示した。対照区と細菌接種区との間の凝集活性
の有意差は Mann Whitney U-test（P＜0.05）を用いて検定を行った。また採取
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日間の凝集活性の有意差は Kruskal-Wallis Test（P＜0.05）および Dunn’s 
Multiple Comparison Test（P＜0.05）を用いて検定を行った。 
 
【結果】 
 V. alginolyticus、A. globiformis のどちらの菌種を接種した個体においても、
V. alginolyticus に対する血リンパの凝集活性はあらわれず、非接種の固体と同様
であった。図 1 から図 5 には V. alginolyticus を接種した個体のウマ、ヒツジ、
およびガチョウ赤血球とA. globiformisおよびS. putrefaciens に対する凝集活性
の変動を示した。それぞれ 10 個体の凝集活性を測定した。対照区と V. 
alginolyticus 接種区との活性をみると、全体的に V. alginolyticus 接種区の活性の
方が高くなる傾向はあるものの、個体差が大きく両区の凝集活性の間に有意差
は認められなかった。また、採取日間の凝集活性にも有為差は認められなかっ
た。図 6から図 10に A. globiformis を 107 CFU / Oyster 接種したときのウマ、
ヒツジ、およびガチョウ赤血球と A. globiformis および S. putrefaciens に対する
凝集活性の変動を示した。それぞれ 11 個体の凝集活性を測定した。V. 
alginolyticus を接種した場合と同様に、各赤血球・細菌において対照区と細菌接
種区との間の凝集活性に有意差は認められなかった。しかし、活性の変動傾向
は異なり、特に接種 4日後以降、A. globiformis 接種区の活性が対象区の活性よ
りも低くなっていた。採取日間の凝集活性にも有意差は認められなかった。さ
らに A. globiformis 接種による血リンパレクチンの変動をより明確にするため、
A. globiformis の接種量を 100 倍の 109 CFU / Oyster とし、血リンパレクチンの
ガチョウ赤血球および A. globiformis に対する凝集活性を測定した。対照区は 10
個体、細菌接種区は 9 個体の凝集活性を示した（図 10～12）。細菌接種区におい
て 4 日目から 7 日目の間に 1 個体の死亡がみられた。ガチョウ赤血球、A. 
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globiformis のどちらに対しても、対照区より A. globiformis 接種区の方が凝集活
性は大きく低下した（有意差はなし）。A. globiformis 接種区において、採取日間
の凝集活性にも有意差は認められなかった。しかし、ガチョウ赤血球、A. 




 血リンパレクチンが凝集活性を示さない V. alginolyticus と凝集活性を示す A. 
globiformis をマガキに接種することで、血リンパレクチンの凝集活性の比較を
行った。結果は V. alginolyticus および A. globiformis 接種区ともに、対照区と細
菌接種区間および採取日間の凝集活性に統計的有意差は認められなかった。特
に A. globiformis 接種区は特徴的な変動を示したが、有意な差ではなかった。こ
れは凝集活性の個体差が大きかったためであると考えられる。しかし、V. 
alginolyticus と A. globiformis の接種区の間でレクチン活性の変動には異なる傾
向がみられた。V. alginolyticus 接種区では、ウマ赤血球凝集活性、ガチョウ赤血
球凝集活性ともにほとんど変動しなかった。それに対して A. globiformis 接種区
では、A. globiformis を接種した実験区でガチョウ赤血球に対する凝集活性が低
下する傾向がみられた。このことから、マガキ生体内でガチョウ赤血球凝集レ
クチンは接種された A. globiformis を凝集するために消費され、血リンパ中での
濃度が低下していると考えられる。さらに A. globiformis を 109 CFU / Oyster 接
種したとき、ガチョウ赤血球および A. globiformis に対する凝集活性は共に 1 日
目に低下し、4 日目に 0 日目のレベルに回復する傾向が見られた。これは 1 日目
にマガキ生体内でガチョウ赤血球凝集レクチンが接種された A. globiformis を凝
集し、凝集活性が低下したためと考えられる。さらに 4 日目にはマガキ体内で




本研究では A. globiformis 接種区の凝集活性が対照区と比べて大きな上昇はみ
られなかった。Vibrio anguillarum をマガキが入った水槽に添加し、血リンパの
ウマおよびヒト赤血球凝集活性を測定した研究において、細菌を投与した区で












































































































































































































































   
 




































































































   
 
  































   
 
  






























   
 
  















































なった。従来の研究でもマガキ血リンパには gigalin E と gigalin H の 2 種類
の存在が示されている（Olafsen, 1995）。中村（1995）とも考え合わせると、
赤血球の種類による凝集特異性の点で、ウマ赤血球凝集レクチンと gigalin E、
ガチョウ赤血球凝集レクチンと gigalin H が一致した。そこで本研究では、マ
ガキ血リンパには 2 種類のレクチンが存在することを前提に、主題である細菌
凝集活性の研究を進めた。 
 第 2 章では、最初にマガキ血リンパにおける細菌凝集活性の有無を調べた。















Tamplin and Fisher, 1989; Fisher and DiNuzzo, 1991; ホンビノスガイ Tripp, 








チンに凝集されない V. alginolyticus と強く凝集される A. globiformis を接種した。
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これら 2 つの接種区の間でレクチン活性変動には異なる傾向があり、V. 
alginolyticus 接種区では、ウマ赤血球凝集活性、ガチョウ赤血球凝集活性ともに
ほとんど変動しなかったのに対し、A. globiformis 接種区ではガチョウ赤血球に
対する凝集活性が低下する傾向にあった。それは A. globiformis を大量（109 CFU）
に接種した実験区で顕著であった。このことから、マガキ生体内でガチョウ赤




 最後に、マガキに血リンパに凝集される A. globiformis 接種した時の、ガチョ
ウ赤血球および A. globiformis に対する凝集活性の変動の傾向から、マガキ体内
で細菌刺激により新しくガチョウ赤血球凝集レクチンが産生された可能性が示
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